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Résumé

Cette étude a pour objectifs la caractéristation physico-chimique et 1’évaluation des
activités antioxydante et antimicrobienne des composés phénoliques extraites a partir des
écorces d’oranges (C.sinensis). Afin d'augmenter le rendement d’extraction des COmposés
phenoliques, il serait intéressant de changer quelques parameétres expérimentaux tels que la
température d’extraction (macération a chaud et a froid), 1’état de la biomasse végétale
(secheffraiche), les solvants utilisés, le rapport pondéral et le temps d’extraction. Le résultat
de la détermination de la teneur en eau a montré que les écorces d'oranges sont riches en eau
(74%). Les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoide totaux sont a déterminer par la
méthode du réactif de Folin-Ciocalteu et par l'utilisation des chlorures d'aluminium AIClIs,
respectivement. Alors que, I’évaluation de I’activité antioxydante des extraits phénoliques est

a déterminer par la mesure du pouvoir de piégeage du radical DPPH.

Mots clés: Ecorces d’oranges, composés phénoliques, macération, optimisation,

activités biologiques.



Abstract

The objectives of this study are the physicochemical characterization and evaluation of
the antioxidant and antimicrobial activities of phenolic compounds extracted from orange
peels (C. sinensis). In order to increase the extraction yield of phenolic compounds, it would
be interesting to change some experimental parameters such as the extraction temperature (hot
and cold maceration), the state of the plant biomass (dry / fresh), the solvents used, the weight
ratio and the extraction time. The result of the determination of the water content showed that
the orange peels are rich in water (74%). The total polyphenol and total flavonoid contents are
to be determined by the Folin-Ciocalteu reagent method and by the use of aluminum chlorides
AICI3, respectively. Whereas, the evaluation of the antioxidant activity of phenolic extracts is

to be determined by measuring the scavenging power of the DPPH radical.

Key words: Orange peels, phenolic compounds, maceration, optimization, biological

activities.
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Introduction générale

Ces derniéres années, la valorisation des coproduits de fruits et Iégumes suscite un intérét
croissant en raison de leur contenu en composés bioactifs potentiels. Ces coproduits peuvent
se former a n'importe quel stade de la chaine d'approvisionnement alimentaire (pendant la

production, apreés la récolte et surtout pendant le processus d'extraction de jus industrie [1]

Les écorces dagrumes par exemple, sont un gisement riche en composés biologiquement
actifs. Elles sont riches en vitamine C, les huiles essentielles et en métabolites secondaires tels
que les composés phénoliques en particuliers les flavonoides [2] qui ont une grande
importance grace a leurs diverses vertus et applications dans les domaines pharmaceutique,

agroalimentaire et cosmétique. [3].

L'extraction de principes actifs a haute valeur ajoutée a partir de la matiére végétale,
notamment le cas des polyphénols, qui suscitent actuellement beaucoup d'intérét grace a leur
pouvoir antioxydant, est une étape trés importante dans l'isolement aussi bien que dans
I'identification des composés phénoliques. En conséquence, beaucoup dauteurs ont étudié
l'influence de différentes conditions d’extraction sur les rendements d’extraction de composés
phénoliques de source végétale [4] .Une méthode d'extraction idéale doit étre quantitative,

non destructive et efficace dans le temps [5].

C’est dans cette optique que se situe notre travail qui est pour objectifs I'étude
physicochimique et 1’évaluation biologique des composés phénoliques des écorces d’orange
(Citrus sinensis), en réalisant une extraction conventionnelle qui est la maceération a

différentes condition opératoires.

Pour cela, Cette étude comporte trois parties : Dans la premiére partie nous présenterons
une revue bibliographique détaillée des connaissances sur les agrumes, en particulier I'orange

douce, et sur les composés phénoligues.

La deuxieme partie est intitulé « matériels et méthodes » exposera la matiére premiére, les
dispositifs expérimentaux et les différentes analyses physico-chimiques utilisés dans le cadre

de ce travail.

La troisieme partie est consacrée a la présentation des résultats ainsi que leurs

interprétations et discussion.

Et en conclu notre travail par une conclusion générale et quelques perspectives.
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1.1 Introduction

La philosophie selon laquelle les aliments peuvent favoriser la santé au-dela de leur valeur
nutritionnelle est de plus en plus acceptée dans I'espace public et parmi la communauté
scientifique alors que la recherche croissante relie les composants du régime alimentaire / des
aliments a la prévention et au traitement des maladies[6] .Cette conviction était déja celle
d'Hippocrate, dont l'ceuvre contient de hombreux plaidoyers en faveur d'une nourriture saine

et qui allait jusqu'a dire : « Que ton aliment soit ton seul médicament ».[7]

Une déclaration précieuse et largement acceptée «la santé c'est la richesse» est reconnue
globalement.la santé d'une personne est définie a partir des attributs qualitatifs et quantitatifs
du la prise de nourriture [8].Par conséquent, Les tendances alimentaires actuelles dans le
monde sont alignées sur la consommation saine et durable de produits naturels, tels que les
fruits et légumes. L'Organisation mondiale de la santé (OMS) recommande un apport

minimum de 600 g / personne / jour de fruits et Iégumes. [9]

Les fruits ont fait I'objet de recherches approfondies ces derniéres années en raison de leur
importance pour l'agriculture et I'alimentation humaine [10] .Elle sont des aliments attrayants
et nutritifs, en raison de leur couleur, forme, golt et odeur spécifiques, enrichis minéraux,
vitamines et autres composants bénéfiques [11]. Dans ce scénario, les agrumes sont une riche
source de nutriments et des composes actifs et bénéfique pour la santé d'homme (la vitamine
C, les caroténoides, les flavonoides, les limonoides, huiles essentielles) [12], qui ont

longtemps été considérés comme faisant partie d'un régime nutritif et engageant [13].

1.1 Agrumes

.L1.1 Généralité sur les agrumes

Les agrumes, qui sont I'un des plus d'importantes cultures commerciales cultivées sur tous
les continents du monde, ont recu de l'attention non seulement pour leurs propriétés

nutritionnelles mais aussi pour leur valeur médicinale. [14]

Le mot agrume est un mot d’origine italienne, qu'il provient du latin acrumen (une
substance a saveur aigre) qui donne aigruns, egrum, agrum «fruits aigres » [15] (désignant «

fruit aigre, arbre portant des fruits aigres »). [16]

Dans la mythologie grecque, les agrumes sont appelé hesperides. L'origine suggérée des

vrais agrumes est I'Asie du Sud-Est, y compris le sud de la Chine, nord-est de I'Inde et
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Birmanie[17] ou ils étaient déja cultivés il y a plus de 4000 ans [18].Les agrumes sont
largement cultivés dans la plupart des régions avec des climats tropicaux, subtropicaux et

subtropicaux / tempéres limite. [19]
1.1.2 Description botanique des agrumes

Les agrumes sont des angiospermes dicotylédones appartenant a 1’ordre des Sapindales et a
la famille des Rutacées (sous-famille des Aurantioidez, tribu des Citrea, sous-tribu des
Citring). [20] .Cette famille comprend environ 160 genres et 1650 espéces composées
darbres et darbustes [21]. Les vrais agrumes ont six genres: Clymenia, Eremocitrus,

Microcitrus, Poncirus, Fortunella et Citrus. [19]
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Figure I-1: Classification des agrumes [22]
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1.2 Orange (Citrus sinensis)

1.2.1 Définition

D'une hauteur de 2 a 3 m et d'une durée de vie de 300 a 400 ans, les orangers prospérent
dans les régions tempérées disposant d'un hiver doux. lls ont besoin de beaucoup de soleil, de
chaleur et d’eau. L'amplitude thermique de son environnement (= différence de température
entre 1’été et I’hiver et entre le jour et la nuit) est importante pour le développement correct de
la saveur et de la couleur de ses fruits [23].I'oranger (C. sinensis) est un hybride natural issu
du croisement entre le pamplemoussier (Citrus maxima) et le mandarinier (Citrus reticulata).
[24]

1.2.2 Anatomie d'orange

D'un point de vue botanique, Un hesperidium est une baie a crolte coriace composée du
péricarpe.Le péricarpe est composé de trois couches distinctes: I'exocarpe (flavedo), qui est la
couches ou la peau externes colorées, le mésocarpe (albédo), la couche blanche interne de la
peau et lI'endocarpe, qui est la couche interne entourant I'ovaire creusé et les graines qui les

contiennent. [25]
1.2.3 Composition chimique et valeur nutritive d'orange

Avec plus de 85 % d’eau, I’orange est un fruit particuliérement juteux et désaltérant. C'est
dans cette eau de constitution que se trouvent, sous forme dissoute, les principaux éléments
nutritifs. [26]

Dans ce contexte, I'orange possede d'importants composants nutritionnels, tels que les
acides aminés, les glucides, les fibres, les protéines, les vitamines et les minéraux. Cet agrume
est historiquement le fruit le plus consommé (77,3 g / personne / jour) et connait une

évolution favorable de la consommation depuis 2000.

1.3 Ecorces d'agrumes

1.3.1 Définition
Les écorces d'agrumes peut-étre définie comme le coproduit solide qui reste aprés que le
fruit frais soit pressé pour l'obtention du jus [27] et ce qui représentent a eux seuls prés de

50% de la masse de fruits humides [28]. Ce résidue est composé d'une partie externe (flavedo)
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particulierement riche en huiles essentielles et caroténoides et la partie spongieuse interne

(albédo) qui est riche en pectine et en phénols. [29] Comme le montre la figure suivante.

« Composes
Flavédo phenoliques
i = Pigments
(epicarpe) .
= Huiles essenticlles
* Pcctine
= Ligninc
Albdédo = Cellulose
(mésocarpe) = Hémicellulose
= Composés phénoliques

T+ Pigments
Pulpc = Sucres
= Acide ascorbigue

Figure 1-2 : Les principales molécules bioactives d'écorce+ la pulpe d'agrumes apres leur
pressage [30]

1.3.2 Composition d'écorce d'agrumes

La valorisation des coproduits nécessite la connaissance de leur composition chimique.
[31]. La composition des écorces d'agrumes est susceptible de varier sous l'influence de divers
facteurs qui sont déja détaillés précédemment.

Les écorces dagrumes sont tres périssables et provoquent une croissance rapide des
moisissures en raison de sa forte teneur en eau (2,97-3,79 g d'eau / g de base seche, soit 60%
a 75% en base humide [32]). Elles contiennent des niveaux de sucres solubles (6,52 a 47,819
/100g bs), de minéraux (2,52 a 10,03g /100 g bs) et de protéines (1,79-9,0 g/100g bs). Ces
coproduits est une source importante des HEs (0,6 a 1%), alors que les lipides sont présents
en petites quantités (0,48 a 4 g /100g bs). En outre, les écorces dagrumes contient des
pigments, essentiellement des caroténoides (0,01-0,20¢9/100g bs). De plus, plusieurs études
montrent que la pelure d'agrumes contient également des composés biologiquement actifs tels
que des FAs (6,30-42,139/100g bs), la vitamineC (0,109-1,150¢9/100g bs) et les composés
phénoliques (0,67 a 19,629/100g bs). [33]

1.4 Composés phénoliques

1.4.1 Composés phénolique - quels sont-ils?

Les phénoliques sont des composés possedant un ou plusieurs cycles aromatiques avec un
ou plusieurs groupes hydroxyles [34] et incluant divers groupes fonctionnels dérivés [35] ou
divers substituant (groupes alkyles, glygosyles, acides organiques etc....). lls sont largement

distribués dans le régne végétal et sont les métabolites secondaires les plus abondants de
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végeétales, avec plus de 8 000 structures phénoliques actuellement connues, allant de simples
molécules sous forme d'acides phénoliques a des substances hautement polymérisées telles
que les tanins. Les composés phénoliques phénoliques sont également appelés polyphénols
[36].En effet, le terme polyphénol a été introduit en 1980, en remplacement du terme ancien
de tanin végétal, et a été défini par comme suit : « Composes phénoliques hydrosolubles, de
poids moléculaire compris entre 500 et 3 000 Dalton et ayant, outre les propriétés habituelles

des phénols, la capacité de precipiter les alcoides, la gélatine et autres proteines. ». [37]

CrEE

Figure 1-3: Structure du noyau phenol [38]
1.4.2 Structures et classifications des composés phénoliques

Les composes phénoliques peuvent se regrouper en plusieurs classes selon la complexité du
squelette carbong, le degré de modification de ce squelette (méthylation, hydroxylation...) et
les liaisons possibles avec d’autres molécules (glucides, lipides, protéines, autres métabolites).
[39]

-Les polyphénols sont classes en deux grandes classes: les flavonoides et les non-flavonoides.

1.4.2.1 Composeés non flavonoides

a. Les phénols simples
Ce sont des dérivés en C6 du noyau benzénique, rares a 1’état naturel et issus de la
décarboxylation de 1’acide shikimique.On trouve parmi les phénols simples, I’hydroquinol, le

pyrocatéchol et le phloroglucinol. [37]

N
I
i -

—

L

Figure 1-4 : Structure chimique de 1’hydroquinol [40]
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b. Acide phénolique
Les acides phénoliques sont des métabolites secondaires largement répartis dans tout la régne

vegétale [41].11 sont des composés polyphénoliques non flavonoides [42] qui possedent un
groupe fonctionnel acide carboxylique et qu'ils se composent de deux sous-groupes: acides
hydroxybenzoique et hydroxycinnamique [43] a base de squelettes C6— C1 et C6 — C3. Les
acides phénoliques présents dans les plantes sous forme d'esters, de glycosides ou damides,
mais rarement sous forme libre [44]. La variation structurelle des acides phénoliques dépend

du nombre et de la position des groupes hydroxyle sur le cycle aromatique. [45]

c. Coumarines
Les coumarines qui sont aussi les dérivés de C6-C3, appartiennent au groupe des composés
connus par des benzo-a-pyrone et toutes sont substituées en 7 par un hydroxyle. Elles se

trouvent dans la nature soit a I’état libre ou bien combiné avec des sucres. [46]

d. Stilbénes

Sont des composes polyphenoliques qui ont une structure C6-C2-C6 [37] .lls sont
structurellement caractérisés par la présence d'un Noyau de 1,2-diphényléthyléne avec des
groupes hydroxyle substitué sur les cycles aromatiques [43]. Ces polyphénols sont produits
par les plantes en réponse a des attaques fongiques, bactériennes ou virales, ce qui a été

démontré pour le trans- resvératrol. [37]

R,0 /\/iTDH
()H HO_ SN

R,0 OH

(a) (b)

Figure I-5 : Structures chimiques de stilbénes (a) [34] et le resvératrol (b) [40]

e. Lignanes

Les lignanes répondent a une représentation structurale de type (C6-C3)2, I’unité (C6- C3) est
considérée comme un propylbenzéne. Ce sont des composés phénoliques bioactifs, non-
nutritifs, non caloriques [47]. Elles sont présentes dans la nature a 1’état libre, tandis que leurs
dérivés glycosidiques sont peu répandus [30].0On les trouve en plus forte concentration dans le

lin et les graines de sesame et en faibles concentrations dans les fruits et les 1égumes. [47]
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Figure 1-6:Structure chimique des lignanes [48]

f. Lignine

Les acides cinnamiques sont également présents dans les voies vers d'autres métabolites basés
sur les éléments constitutifs C6-C3.Un exemple important est lignin. Les lignines sont des
polymeres de monolignols. Il existe au moins trois types de monomeres différents : l'alcool

coumarylique ; I'alcool coniférylique; I'alcool sinapylique. [49]

Figure 1-7 : Structure de trois monolignols : 1-alcool paracoumarylique, 2- alcool

coniférylique et 3-alcool sinapylique [49]

g. Tannin

Les tanins, les composés de poids moléculaire relativement élevé trouvé dans les complexes
avec des alcaloides, des polysaccharides et protéines, sont un groupe de polyphénols solubles
dans l'eau. lls peuvent étre subdivisés en tanins hydrolysables et condensés. Les tanins
hydrolysables sont des esters d'acide gallique ou de I’acide ellagique [50] (gallo- et ellagi-
tanins), tandis que les tanins condensés (également appelés proanthocyanidines) sont des

polymeres de monomeres de polyhydroxyflavan-3-ol [43]
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Unité monomére
Flavon-3-ol

OH HO
OH Calloanins (pentagallay] D-glucose)

HO,
2

Ellagitanins (Gemin D) Acide gallique

(a) (b)
Figure 1-8 : Structure de base de tanin condensé (a) [51], structure chimique de différents
tanins hydrosolysables (b) [48]

1.4.2.2 Flavonoide

Le terme "flavonoide" proviendrait de "flavedo", qui désigne la couche externe des écorces
d’oranges [52] ou ‘flavus qui signifie jaune'[53] selon d'autres auteurs. Les flavonoides sont
un groupe omnipresent de substances polyphénoliques présentes dans la plupart des plantes.

IIs sont un composant colorant majeur des plantes a fleurs [54].

1.4.3 Distribution alimentaires

Les fruits et légumes présentent plusieurs intéréts, faible densité énergétique, apport de
fibres, minéraux et vitamines, mais ils sont aussi sources d’une grande variét¢ de composés
bioactifs appelés phytomicronutriments. [55]

En effet, le corps humain ne peut pas fabriquer ces micronutriments, ils doivent donc étre
fournis dans I'alimentation équilibrée [135]. Parmi ces phytomicronutriments, les polyphénols
sont de loin les plus abondants et les plus consommeés [55] (plus de 500 différentes molécules
sont connues dans les aliments [56]) o0 un moyen pour un apport d'environ 1 g par jour a été
signalé. [56]

De plus, ils sont des constituants répandus des aliments végétaux (fruits, légumes,
céréales, olive, légumineuses, chocolat, etc) et les boissons (thé, café, etc) [34]. Dans les
aliments, les polyphénols sont rarement présents sous forme libre (dite « aglycone ») mais le
plus souvent sous forme d'esters (cas des acides phénoliques), de glycosides [55] afin
d'assurer leur solubilité dans I'eau et favoriser leur absorption par les organismes [57] ou de

polymeres (cas des flavonoides). [55]
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Les flavonoides font partie intégrante de I'alimentation humaine et animale. 1l est estimé
que la prise moyenne des flavonoides par I'homme est comprise entre 25 mg/jour et 1 g/jour.
Les acides phénoliques est aussi les plus représentés et les plus abondants dans notre
alimentation [55] tandit que les stilbénes sont présents en faibles quantités [58]. Le tableau

suivant donne quelques sources alimentaires des composés phénoliques:

Tableau I-1: Sources alimentaires des composés phénoliques

Composés phénoligsue Sources alimentaires
Acide phénolique Mangues, baies, pomme, prunes cerise, kiwi, orange, pamplemouse, jus de cerise,
Acide caféique jus de pomme, citron, péche, oignons, thé, café, farine de blé entier, de riz de
Acide cinnamique mais et avoinemyrtille, canneberge, poire, cerise (sucré), pomme de terre, laitue,
Acide férulique épinard, plante ligneuse
Acide gualiques
Flavonoide, flavanol Orange, Pamplemousse, pomme, raisins, fraise, abricot, petites fruits (cassis,
(catéchismes,et framboise, mdre), légumes (oignon, brocoli, poivron vert, tomate, choux,
epicatechine) ,Anthocyane paricot), céréales (soja, herbe), Iégumineuses, produit laitiers, plantes
,naringénins médécinales, thé, chocolate noire, persil, céleri, menthe, feuilles de cacao,
Flavones, Flavanone, tisanes, plantes aromatique
Isoflavane
Stilbénes Faible quantité en alimentation humain, raisin, baies, archides
Tannins Raisin, jus du pomme, fraise, framboises, grenade noix, raisin in muscadine,

péche, mdre, olive, prune, pois aux noirs lentilles, haricot, chocolat, thé, cidro
café, fruits imatures

Lignanes Lin, céréale, grunes, fruits et certain vegetaux

1.4.4 ROole physiologique des composés phénoliques chez les pantes

Les plantes (fruits, légumineuses, céréales, et herbes médicinales et aromatiques)
produisent une grande variété de métabolites secondaires (MS) comme les composés
phénolique qui peuvent jouer de nombreuses activités biologiques [46] .En effet, ils sont
syntheétisés par les plantes a la fois dans le développement normal et dans des conditions de
stress [59] (telles que les attaques d'agents pathogeénes et d'insectes,sécheresse,les rayons UV

et les blessures ) afin d’accomplir des fonctions précises [60].
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1.4.5 Activités biologiques et utilisation des composés phénoliques chez I'homme

Au cours de la derniére décennie, un grand nombre d’études ont été réalisées afin
d’identifier les composés bioactifs tel que les composés phénoliques présents dans les
différentes parties des Citrus dans une tentative d’acquérir une compréhension plus profonde
de la corrélation entre le régime alimentaire, les prestations de santé et un risque réduit de
maladies. [61]

Il est important de noter que les sous-produits d'agrumes, écorces, sont des bonnes sources
de polyphénols, qui ont été liés a des activités antimicrobiennes, antifongiques,
anticancéreuses, anti-inflammatoires et antioxydantes [62] et d'autres actions physiologiques

définies sur le corps humain. [63]

1.4.6 Applications industrielles des polyphénols

Les composés phénoliques (principalement flavonoides, acides phénoliques et tannins)
constituent une richesse largement exploitée par les industries agro-alimentaire (la
conservation et la formulation des aliments), cosmétique et pharmaceutique [64] (la majorité
d'entre eux ont des médicaments d'importance économique et industrielle, des ardbmes et des
parfums, des colorants et des pigments, des pesticides et des additifs alimentaires)

Tableau 1-2 : Principales propriétés fonctionnelles des composés phénoliques des écorces

d'agrumes et leurs applications industrielles associées [29]

Composés Famille Propriétés Applications

-Activité antivirale.

-Activité antimicrobienne modérée
contre Salmonella typhi et
S.typhimurium.

- Activité antiallergique via l'inhibition
de la libération

d'histamine.

- Agent chimiopréventif contre la

o cancerogenése -Préparations
Hespéridine )
du colon. pharmaceutiques
-Agent hypoglycémiant par la
régulation du
Flavanones métabolisme du glucose.
Eriocitrine -Excellente activité anti-obésité. -Préparations

E
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Narinigin

Néohespéridine

Nobilétine,
mandarétine,

sinensétine

Diosmin

Anthocyanes

Flavones

polyméthoxylées

Flavones

glycosylées

Flavonoides

- Utilisé dans de nombreux complexes | pharmaceutiques
multi-vitaminiques. -Maintenir
l'intégrité et la

circulation périphérique.

-Haute stabilité pendant le traitement et
le stockage.

- Boissons aromatisées, bonbons et
produits de boulangerie

(godt amer).

-Stabilisateur d'huile (activité
antioxydante et

anti- mutagene).

-Réduction du taux de cholestérol dans | -Industrie alimentaire.

le plasma. -Préparations

- Réduction du risque d'athérosclérose. | pharmaceutiques.
-Protection des taux plasmatiques de

vitamine E.

-Amélioration du métabolisme de

I'éthanol.

-Agent anti-apoptotique.

- Synthése des dihydrochalones
Industrie alimentaire.
(douceur)
Activités pharmacologiques:
activité anti-inflammatoire, activation Préparations
de I'énergie pharmaceutiques
vitale
- Ingrédient d'activation de certains
médicaments
(maladies de I'appareil circulatoire).
-Amélioration du tonus musculaire et
de la Préparations
résistance vasculaire aux pharmaceutiques
inflammatoires
processus (veineux chronique,
insuffisance et

arthrite rhumatismale.

- Propriétés organoleptiques: -Industrie alimentaire

coloration. (confiserie, desserts)
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-Industrie
Des composés ) o . pétrochimique.
o Phénols -Inhibiteurs de corrosion. )
phénoliques - Industrie du

raffinage du pétrole.

1.4.7 Méthode d'éxtraction des composés phénoliques

1.4.7.1 Méthode d'extraction conventionnelle par solvant

L'extraction par solvant conventionnel (ESC) (I'extraction solide-liquide avec divers
solvants) est largement utilisée pour la récupération des composes bioactifs en raison de sa
simplicité. Parmi les divers procédés utilisés, on compte la macération et I'extraction par
Soxhlet:[64]
La macération: est la méthode d’extraction solide-liquide la plus simple. Elle consiste en la
mise en contact du matériel végétal avec le solvant, avec ou sans agitation, a température
ambiante ou a température élevée pour une durée déterminée. Cette technique est basée sur la
solubilité de composés bioactifs dans un solvant d’extraction et elle est influencée par une
série de facteurs incluant la nature du matériel végétal, la concentration en solutés de
1’échantillon, la nature du solvant, la durée d’extraction etc. La macération commence avec le
choix d’un solvant d’extraction adéquat. Apres une étape de diffusion du solvant a I’intérieur
des cellules végétales le processus continue avec la solubilisation de composés bioactifs qui
vont migrer de la matrice végétale vers le solvant environnant jusqu’a ce que 1’équilibre de
partage de concentration soit atteint. [65] Cette technique traditionnelle est couramment
utilisée dans l'extraction des composés phénoliques car c'est la méthode la plus simple et
efficace. Cependant, il consomme beaucoup de de solvant et de temps et pour terminer
I'extraction. [66]
Extraction par Soxhlet: La technique d'extraction Soxhlet a été largement utilisée pour
extraire de précieux composés bioactifs a partir de diverses sources naturelles et est
normalement effectuée a haute temperature pendant plusieurs heures. Bien que l'extraction de
soxhlet nécessite un appareil pas cher et puisse étre efficace pour I'extraction de composés
bioactifs, tels que les composés phénoliques, il existe des inconvénients importants par son
utilisation, notamment: la dégradation des composés bioactifs due a la lumiére, a l'air et a une
exposition a des températures élevées. [67]

Généralement, les techniques d'extraction conventionnelle des composés phénoliques

sont associées a la limitation mentionnée ci-dessous:
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% La longue durée d'extraction [68]

%+ Des grands volumes de solvant sont dépensés pour I'extraction (qui sont des polluants
environnementaux et des risques pour la santé) ce qui implique des codts et une
toxicité plus élevés. [68]

% Les solvants doivent étre évaporés, ce qui ajoute des codts supplémentaires et une
perte de qualité [69]

% De plus, le produit final obtenu a partir des méthodes conventionnelles contient un
résidu de solvant et également ils ne conviennent pas aux composés thermolabiles et
facilement oxydables en raison de la possibilité de dégradation chimique des

composés cibles [70]

1.4.7.2 Méthodes émergentes

Actuallement, avec le développement du concept de «chimie verte» au cours des derniéres
années, les techniques respectueuses de l'environnement deviennent de plus en plus
attractives. [69]

De nos jours, il existe un intérét croissant pour le développement des procédés d'extractions
nouvelles et alternatives avec un impact environnemental minimisé,afin de surmonter les
inconvénients des techniques d'extraction a base de solvants et une meilleure utilisation des
coproduits (comme les écorces d'agrumes), ainsi qu'une amélioration de la qualité et de la
sécurité des produits finaux [168].L'extraction assistée par ultrasons (EAU), I'extraction

assistée par micro-ondes (MAE) sont quelques-unes des ces techniques modernes. [71]




®

Chapitre 11 :




Chapitre 11 Etude expérimentale

Il. Chapitre I1:Etude expérimentale
1.1 Introduction

Ce travail expérimental a été effectué au niveau de laboratoire chimie (5) du Hall

technologique de I'université de Médéa .Les objectifs principales de cette étude est:

% La valorisation des écorces d'orange doucse (C. sinensis) par l'extraction des
composés phénoliques en appliquant une méthode d'extraction conventionnelle qui est

la macération par deux solvants (l'eau et I'éthanol).

X/

% L'optimisation des conditions opératoires d'extraction tels que la température
d’extraction (macération a chaud et a froid), 1’état de la biomasse végétale
(seéche/fraiche), les solvants utilisés, le rapport pondéral et le temps d’extraction.La
détermination des teneurs en:polyphénol totaux, flavonoide totaux

% Evaluation de |’ activité biologique y compris |’ activité antimicrobienne

o
25

et antioxydante des composés phénoliques extraits

I1.2  Produits et matériel

Les différents produits et matériel nécessaires pour cette étude expérimentale, sont rassemblés
dans le tableau II.1.

Tableau I1.1: Les principaux produits et matériels

Produits Matériel
Eau distillée Etuve
Ethanol (96%b) Broyeur
Carbonate de sodium Balance électronique
Trichlorure d’aluminium Plaque chauffante+agitateur
Acide gallique Centrifugeuse
Mueller Hinton ( bouillon+Agar) Vortex
Réactif de Folin-ciocalteu Spectrophotomeétre ultraviolet-visible
DPPH Tamis

1.3  Matiére végétale

Nous avons réalisé un échantillonnage sur les oranges provenant du marché de la wilaya

de Médéa .Les fruits soigneusement sélectionnés (fruits mdrs et sains), ont été bien lavés par
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I’eau de robinet (afin d’éliminer les impuretés) et essuyés avec une serviette propre, puis

épluchées.
1.4 Détermination de la teneur en eau

La teneur en eau des écorces d'oranges a été déterminée selon la pharmacopée européenne. La
teneur en eau est mesurée par la dessiccation de 1’échantillon dans une étuve ventilée a 105°C
jusqu’a que le poids devient constant. La teneur en eau est exprimée par rapport a la base

humide.
T = (mi — mf)/mi * 100 -1

Oou:

mf: la masse seche finale des écorces d’orange

mi: la masse initiale des écorces d’orange fraiches

1.5 Pré-traitement des échantillons

11.5.1 Séchage

Le sechage au four est une méthode de pré- traitement utilisée pour éliminer I'numidité des
échantillons. Elle est considérée comme l'un des traitements thermiques les plus simples et les

plus rapides pour conserver les composés phytochimiques. [72]

Les écorces d'orange (flavedo+albédo) ont été découpées en des petits morceaux et séchées

a 70 ° C dans I’étuve pendant 3 jours et a l'abri de la lumiére comme le montre la figure 11.1:

Figure 11.1:Séchage des écorces d'orange




Chapitre 11 Etude expérimentale

11.5.2 Broyage et tamisage

Les écorces d'oranges séchées sont broyées et tamisées afin d'obtenir une poudre
homogéne avec une taille de particules allant de 0,2 mm a 0,6mm. La poudre obtenue est

conservée dans un flacon en verre bien fermé et étiqueté, a I'abri de la lumiére.

1.6 Extraction des composés phénoliques

11.6.1 A partir I'échantillon séche

11.6.1.1 Macération a chaud

Afin de déterminer le rapport (v/v) optimale du solvant d'extraction qui est constitué d'un
mélange deux solvants respecteux d'envirnemment qui sont I'eau et I'éthanol .Une quantité de
5 g de la poudre séche des écorces d'orange est introduit dans un erlenmeyer contenant 100 ml
solvant avec les porcentages de concentration suivant:( eau distillée/éthanol : 50/50
:70/30;30/70 v/v %). L'ensemble est porté au chauffage dans un bain-marie a l'abri de la
lumiére, avec une agitation bien modéré pendant 30 min ou la température d'extraction est
fixée a 60°C pour éviter la dégradation des composés phénoliques au cours du processus de
I’extraction. Aprés l'extraction, les extraits sont refroidis a température ambiante puis
centrifugés pendant 10 minutes a 10000 tr/min. Le surnageant est conserves a 4°C, et mis a
I'abri de la lumiere jusqu'a le moment de dosage.

11.6.1.2 Macération a froid

Pour I'extraction par la macération a froid, une quantité de 5 g de la poudre des écorces
d'orange est macérée dans 100 ml d'eau distillée et I'éthanol (avec un rapport optimale)
pendant 24 heures a température ambiante sous agitation et & I'abri de la lumiére. Par la suite,
I'extrait obtenu est centrifugé pendant 10 minutes a 10000 tr/min. Le surnageant est
conservés a 4°C, et mis a l'abri de la lumiére jusqua le temps de faire les dosages.Le
protocole d'extractin des composés phénoliques par la macération a froid est élucidé dans

I'organigramme suivant (figure 11.2):
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5 g de la poudre des écorces d'orange

100 ml d'eau et éthanol (% v/v:
optimale)

Macération a froid

24 h, a lI'abri de la lumiéere

Centrifugation

210000 tr /min, pendant 10min;

Conservation
4°C, a l'abri de la lumiére

Figure 11.2: Protocole expéreimentale d’extraction des composés par la macération a froid
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11.6.2 A partir de la matiere fraiche

Les protocoles d’extraction a chaud et a froid des composés phénoliques a partir des

écorces d'orange fraiches et rapées sont resumes dans 1’organigramme suivant (figure 11.3):

Les écorces d'orange fraiches rapées

Macération a chaud Macération a froid
m/v: 5g:100 ml m/v: 5g:100 ml
Eau/éthanol: %v/v optimale Eau/éthanol: %v/v optimale
t=30 min, T=60°C, a I'abri de t=30 min, T=24°C, a l'abri de la
la lumiére lumiere

Centrifugation:10000tr/min, 10 min

Conservation: T=4°C, a l'abri de la
lumiére

Figure 11.3: Protocole expéreimentale d’extraction des composés a partir d’une matiére

fraiche.

1.7 Détermination de la teneur en composés phénoliques

11.7.1 Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux est réalisé par la méthode Folin-Ciocalteu.
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+ Principe
Les polyphénols ont été déterminés par spectrophotométrie selon la méthode de Folin-
Cioclateu [ 73], ce réactif de couleur jaune est constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. Lorsque les polyphénols sont oxydés, ils
réduisent le réactif Folin-Cioclateu en un complexe ayant une couleur bleue constitué d’oxyde
de tungsténe et de molybdéne. L’intensité de la couleur est proportionnelle aux taux des

composés phenoliques oxydés. [74]

11.7.2 Détermination de la teneur en flavonoides totaux par la méthode de chlorures

d'aluminium
+ Principe de la méthode

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les extraits est réalisée
par la méthode de Bahorun et al. [75] Les flavonoides posseédent un groupement hydroxyle
(OH) libre, en position 5 qui est susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe
coloré avec le chlorure d’aluminium [76]. Les flavonoides forment des complexes jaunatres
par chélation des métaux (fer et aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux
électrons pour s’unir a deux atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme

donneur d’électrons [77]

11.8  Evaluation de I’activité biologique

11.8.1 Evaluation de I'activité antioxydant par DPPH

+ Principe de la méthode:

Cette meéthode est rapide, simple et peu colteux et n'est pas spécifique a un composant
antioxydant particulier, mais s'applique a la capacité antioxydante globale d’échantillon [162].
Elle est recommandé pour des composés contenant les groupes SH, NH et OH et s'effectue a
température ambiante, ceci permettant d’éliminer tout risque de dégradation thermique des
molécules thermolabiles [178].

Le test de DPPH consiste a mesurer I’activité antiradicalaire par la technique de piégeage

du radical au DPPH (2,2'-Diphényl-1picrylhydrazyl). [169]

Le DPPH, (C1gH12NsOg ; poid moléculaire:PM= 394,33), est un radical libre stable soluble

dans le methanol (ou ethanol). D'une couleur violette intense, il présente un maximum
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d’absorbance a 517 nm. Lorsqu’une molécule antioxydante réduit le radical DPPH, la couleur
violette disparait rapidement pour donner une couleur jaune pale [169].0n peut résumer cette
réaction par 1’équation suivante: [78]

AH : représente un composé capable de céder un hydrogéne au radical DPPH. (violet) pour le

transformer en molécule DPPH-H. [78]

L) 2

N N
! + Antioxydant -OH > ! + Antioxydant-Oe
Ne NH
NO- \_@/ NO-» MNO- U NO:
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 11.4: Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH [ 78]
11.8.2 Evaluation de I’activité antimicrobienne

L’¢évaluation de 1’activité antimicrobienne des extraits phénoliques a été réalisée par deux

méthodes : des antibiogrammes et celle de dilution en bouillon
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Conclusion générale

L’exploitation des coproduits (déchets) agro-alimentaires en vue d’une valorisation a
bénéfici¢ au cours de ces derniéres années d’un regain d’intérét pour des raisons économiques
aussi bien qu’environnementales. L’isolement et la caractérisation des composés connus
généralement sous I’appellation de « composés bioactifs » constituent une des voies de la
valorisation de la biomasse agroalimentaire. De nombreuses études explorent aujourd’hui la
possibilité de leur transformation en ingrédients incorporables dans différents produits

alimentaires, cosmetiques ou pharmaceutiques.

C’est dans cette optique que se situe notre étude dont I’objectif principal est la
valorisation d’une biomasse agroalimentaire et en particulier, les écorces d’agrumes. Partant

de I’idée d’existence de biomolécules et composés actifs dans la méme source végétale.

Ce sujet porte sur I’extraction des composés phénoliques a partir des écorces
d’agrumes et éventuellement a leur caractérisation et évaluation biologique. Notre objectif au
premier volet de ce travail consiste a 1’optimisation des conditions opératoires d'extraction

afin d’avoir un bon rendement en composés phénoliques.

Malheureusement a cause de ['épidémie de COVID-19 on n’a pas pu finir

notre travail, espérant qu’'un jour quelqu ’un d’autre pourra ’achever.
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